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Faculte  des  Sciences 
Departement  de  Biologie 

TD2  Biologie  Moleculaire  - SVI4 


Ex-1 : Repondre  par  vrai  ou  faux  en  justifiant  la  reponse 

a.  Le  materiel  genetique  d'une  cellule  de  mammifere 
est  porte  par  plusieurs  chromosomes,  formes  chacun 
par  une  molecule  d'ADN  contenant  de  nombreux 
genes.  Tout  I'ADN  chromosomique  est  transcrit ; 

Faux. 

Oui  Le  materiel  genetique  d'une  cellule  de  mammifere 
est  porte  par  plusieurs  chromosomes,  formes  chacun 
par  une  molecule  d'ADN  contenant  de  nombreux 
genes ; mais 

I'ADN  chromosomique  n'est  pas  entierement  transcrit 
en  ARNm  car  il  existe  des  sequences  promotrices  et 
des  sequences  regulatrices  non  transcrites  mais 
necessaires  pour  moduler  I'activite  des  genes.  De  plus, 
il  existe  des  sequences  d'ADN  appelees  « ADN  non 
codant  » dont  le  role  n'est  pas  clairement  defini  et  qui 
represente  la  majorite  de  I'ADN. 
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b.  Chaque  brin  d'un  duplex  parental  sert  de  matrice 
pour  la  synthese  d'un  brin  fils  pour  s'apparier  avec  lui 
et  former  un  nouvel  ADN  double  brin.  Le  brin  parental 
oriente  5'  3'  sert  de  matrice  pour  le  brin  precoce  ; 

Faux 

Oui.  Le  brin  d'ADN  qui  sert  de  matrice  a la  replication 
est  le  brin  parental.  Le  nouveau  brin  complementaire 
au  brin  parental  est  le  brin  fils.  A Tissue  de  la 
replication,  chacune  des  deux  molecules  d'ADN 
nouvellement  formee  est  constitute  d'un  brin 
parental  et  d'un  brin  fils  neoforme.  Mais 

le  brin  precoce  est  le  brin  complementaire  du  brin 
parental  oriente  3'  vers  5'.Le  brin  precoce  est  done 
oriente  5'  vers  3'  (II  est  done  cree  de  fa$on  continue, 
dans  le  sens  5'  vers  3') 

c. L'ADN-pol  III  est  incapable  de  commencer  la  synthese 
du  brin  precoce  elle  a besoin  d'une  amorce,  mais  peut 
faire  la  synthese  directement  du  brin  retarde  sans 
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Faux 

L'ADN  polymerase  III  ne  peut  pas  initier  la  synthese  de 
I'ADN.  Elle  ne  peut  fonctionner  que  si  elle  se  fixe 
d'abord  sur  une  amorce.  Cette  amorce  est  formee 
d'un  court  segment  d'ARN  complementaire  a un 
segment  du  brin  a copier.  II  est  synthetise  par  le 
primosome  (assemblage  de  deux  enzymes,  la 
topoisomerase  et  la  primase).  Celui-ci  procede  dans  le 
sens  5'  3'  sur  le  brin  d'ADN  matrice  et  amorce  de  ce 

fait  I'initiation  de  la  replication. 

Le  brin  precoce  est  synthetise  de  fa$on  continue  a 
partir  d'une  amorce  unique  d'ARN. 

le  brin  tardive  est  synthetise  de  fa$on  discontinu  a 
partir  de  multiples  amorces  d'ARN.  Ces  amorces  sont 
synthetisees  par  le  primosome. 


d.  L'information  genetique  est  portee  par  de  longs 
polymeres  d'ADN.  Elle  est  codee  sous  forme  de 
sequences  lineaires  formees  a partir  des  nucleotides  A, 

T,  G,  C et  U ; 

FAUX 

L'information  genetique  est  portee  par  de  longs 
polymeres  de  nucleotides.  Elle  est  codee  sous  forme 
de  sequences  lineaires  formees  a partir  de  4 
nucleotides  A,  Tt  Gt  C ; 

www . jesuisetudiant . com 


http://www.jesuisetudiant.com 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


http://www.jesuisetudiant.com 


N'hesitez  Pas  de  Visiter  Notre  Site 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


e.  L'ADN-pol  III  replique  I'ADN  avec  une  fidelite 
remarquable,  mais  quand  une  erreur  est  introduce  elle 
est  incapable  de  la  rectifier ; 

Faux 

L'ADN-pol  III  a la  capacite  de  corriger  les  erreurs 
d'incorporation  dans  le  brin  neoforme  (auto- 
correction). Lorsque  I'ADN  polymerase  fait  une  erreur 
et  qu'un  mesappariement  est  forme,  celle-ci  va 
revenir  en  arriere  et  hydrolyse  le  nucleotide  incorrect, 
c'est  I'activite  exonuclease  3'-5'.  Elle  peut  alors 
reinsurer  la  base  correcte,  et  reprendre  la  replication. 
Ce  processus  de  relecture  par  I'ADN  polymerase 
ameliore  la  fidelite  du  processus  replicatif  et  fait 
baisser  le  taux  d'erreur. 

f.  La  primase  est  une  ARN-pol  qui  synthetise  les 
amorces  des  fragments  d'Okasaki.  Ces  amorces  sont 
retirees  par  I'helicase  puis  remplacees  par  des 
morceaux  equivalents  d'ADN  par  I'ADN-pol  I. 

FAUX 


OUI  La  primase  est  une  ARN-pol  qui  synthetise  les 
amorces  des  fragments  d'Okasaki ; mais 


Ces  amorces  sont  retirees  par  la  ribonuclease  RNaseH 
puis  remplacees  par  des  morceaux  equivalents  d'ADN 
par  I'ADN-pol  I.  chez  les  procaryotes  on  n'a  pas  de 
RNAse  H (elle  existe  chez  les  eucaryotes).  Chez  les 
procaryotes  c'est  I'ADN-pol  I qui  hydrolyse  les 
amor^^our  les  K^mplacer  et  pas  I'h^icase 


t . com 


http://www.jesuisetudiant.com 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


http://www.jesuisetudiant.com 


N'hesitez  Pas  de  Visiter  Notre  Site 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


L'helicase  quant  a elle  cree  la  fourche  de  replication 
en  brisant  les  liaisons  hydrogenes  entre  les  deux  brins 
de  la  double  helice  d'ADN  ce  qui  permet  leur 
separation. 

g.  La  fourche  de  replication  est  assymetrique  car  elle 
contient  deux  ADN-pol  structurellement  distinctes  ? 

Faux.  Elle  est  asymetrique  car  elle  comporte  un  brin 
precoce  et  un  brin  retarde 

Ex-2  : Montrez  a I'aide  de  schemas  les  differentes 
etapes  de  synthese  du  tetra-desoxyribonucleotide 
(CGAT). 

Ex-3  : Montrez  a I'aide  d'un  graphe  la  variation  de  la 
quantite  d'ADN  au  cours  du  cycle  cellulaire  en  precisant 
(dans  le  graphe)  les  caracteristiques  de  chaque  etape  et 
le  complexe  Cdk-Cycline  implique. 


interphase  mitose 

un  cycle  cellulaire 
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la  cellule  crott  en  taille,  et  fabrique  les  proteines 
cytoplasmiques  qui  seront  ensuite  divisees  pour  les 
cellules  filles. 

phase  S de  synthese  : La  cellule  replique  son  ADN.  La 
quantite  d'ADN  est  doublee, 

G2  : phase  de  controle  de  la  bonne  transcription  du 
materiel  genetique,  impliquant  des  genes  et  des 
proteines  importants  pour  le  bon  deroulement  de  la 
mitose. 

La  phase  M ou  mitotique,  c'est  la  phase  de  division 
cellulaire  proprement  dite.  La  phase  M comprend  4 
etapes : 

1.  La  prophase  : les  chromosomes  deviennent 
visibles  car  ils  sont  condenses.  Ilya  aussi  la  mise 
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en  place  du  fuseau  de  division  ainsi  que  la  rupture 
de  I'enveloppe  nucleaire. 

2.  La  metaphase:  Les  chromosomes  migrent  et 
s'alignent  sur  le  fuseau  mitotique. 

3.  L'anaphase:  Les  deux  chromatides  de  chaque 
chromosome  se  separent,  et  migrent  chacune 
vers  un  pole  de  la  cellule. 

4.  La  telophase:  La  chromatine  se  decondense,  et 
I'enveloppe  nucleaire  se  reforme.  A la  fin  de  cette 
phase  a lieu  la  cytodierese,  c'est  a dire  la  division 
de  la  cellule  en  deux  cellules  filles. 

Une  fois  la  phase  mitotique  acheve  la  cellule  peut: 

- repasser  en  phase  G1  et  recommencer  le  cycle  de 
replication 

- entrer  en  phase  GO  et  reste  a I'etat  de  repos  jusqu'a 
sa  reactivation. 


Ex-4  : A quoi  correspond  la  sequence  ARS  chez  la  levure 
? 

ARS  (pour  sequence  a replication  autonome)  est  une 
sequence  qui  permet  a une  molecule  d'ADN  de  se 
repliquer  chez  la  levure.  Elle  correspond  a une  origine 
de  replication  de  I'ADN  de  levure. 
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• Le  genome  de  la  levure  contient  plusieurs  origines 
de  replication  (environ  400  sur  les  17 
chromosomes  de  S.  serevisiae)  comme  toutes  les 
cellules  eucaryotes. 

• Ces  regions  quand  elles  sont  introduites  dans  un 
plasmide,  elles  le  rendent  capable  de  se  repliquer 
de  fa?on  autonome. 

• Elles  sont  denommees  alors  sequences  a 
replication  autonome  « ARS  ». 

• L'analyse  de  ARS1  (ARS  de  180  pb)  a montre  que 
Torigine  de  replication  comporte  un  segment  A 
(15  pb)  qui  s'est  avere  essentiel  a la  replication, 
plus  3 sequences  Bl,  B2  et  B3  qui  permettent  une 
replication  plus  efficace. 

• La  comparaison  de  nombreuses  ARS  a permit  de 
determiner  une  sequence  consensus  de  11  pb  qui 
favorise  la  fixation  d'un  complexe  proteique  a 
ARS  (ORC  : Origin  Recognition  Complex)  et 
Tenclenchement  de  la  replication. 
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T / A A A AT  AT / C A A AT / A 


Ex-5  : Dans  une  cellule,  le  gene  qui  code  une  des 
proteines  impliquees  dans  la  replication  a ete  inactive 
par  une  mutation.  En  Tabsence  de  cette  proteine  la 
cellule  essaye  de  se  repliquer  une  derniere  fois.  Quel 
serait  le  resultat  si  la  mutation  affectait  Tune  des 
proteines  suivantes  : ADN-pol  II ; ADN-pol  III ; ADN- 
ligase  ; Clamp  coulissant  de  TADN-pol ; ADN-helicase  ; 
ADN-primase ; proteine  Ssb. 

Pol  II : impliquee  dans  la  replication  de  I'ADN 
endommage  et  possede  activite  exonuclease  5'->3' . 

Son  inactivation  n'aura  aucun  effet  sur  la  replication 
de  I'ADN 

ADN-pol  III : pas  de  replication  de  I'ADN  on  aura 
seulement  des  amorces 

ADN-ligase  : la  replication  s'arrete  pendant 
I'elongation  car  les  fragments  d'okazaki  ne  seront  pas 
lies 

Clamp  coulissant  de  I'ADN-pol : I'ADN  polymerase  se 
detache  rapidement  de  I'ADN  apres  avoir  polymerise 
seulement  quelques  nucleotides.  Les  polymerases 
sont  retenues  a I’ADN  parental  grace  a cette  proteine. 

La  replication  peut  avoir  lieu  mais  de  maniere  tres 
inefficace 
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ADN-helicase  : pas  cTinitiation  de  la  replication  (pas  de 
formation  de  fourche  de  replication)  cad  les  deux 
brins  de  la  double  helice  d'ADN  ne  vont  pas  s'ouvrir  et 
se  derouler 

ADN-primase  : pas  de  synthese  des  amorces  d'ARN 
done  pas  d'elongation 

SSB  (single  strand  binding)  des  bacteries  : reformation 
de  la  double  helice  apres  Taction  de  Thelicase  done  la 
replication  ne  va  pas  avoir  lieu 


Ex-6  : Si  au  cours  de  la  replication,  on  fournit  a la 
cellule  le  didesoxycytosine  triphosphate  en  exces  au 
par  rapport  a dCTP.  Quel  serait  la  consequence  sur  la 
replication  ? et  si  on  Tajoutait  a une  concentration  de 
10%  de  celle  du  dCTP  ? Quel  effet  obtiendrait-on  si  on 
ajoutait  le  didesoxycytosine  monophosphate. 


L'ADN  polymerase  utilise  les  desoxyribonucleotides 
triP  pendant  la  replication  de  TADN.  Elle  ajoute  un 
nucleotid%^urnr|)a^0fi^tr]^^jine  extremite  3'  - 
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OH  de  I'ADN.  II  lui  faut  done  toujours  une  extremite  3' 

-OH  libre. 

Le  didesoxycytosine  triphosphate  (ddCTP)  est 
identique  a dCTP  sauf  qu'il  a le  groupe  hydroxyle  (- 
OH)  en  C3'  du  sucre  en  moins.  II  est  reconnu  par  I'ADN 
polymerase  et  il  est  integre  dans  I'ADN  comme  le 
dCTP.  Or,  la  polymerase  n'est  plus  capable  de  rajouter 
le  moindre  nucleotide  a sa  suite  : la  synthese  du  brin 
d'ADN  s'arrete.  Ainsi,  s'il  est  fournit  en  exces  par 
rapport  a dCTP,  les  brins  vont  etre  synthetises  jusqu'a 
ce  que  le  premier  G est  rencontree  dans  le  brin 
matrice.  ddCTP  va  etre  ensuite  incorpore  a la  place  de 
dCTP,  et  I'elongation  de  ce  brin  va  etre  arretee 

Si  on  ajoutait  la  ddCTP  a une  cone  de  10%  de  celle  du 
dCTP  : ddCTP  a 1 chance  sur  10  d'etre  incorpore  dans 
le  brin  en  synthese  a chaque  fois  qu'un  G est 
rencontre  sur  le  brin  matrice.  Ainsi,  une  population  de 
fragments  d'ADN  sera  synthetise  de  taille  differente. 

Ces  resultats  forment  la  base  des  methodes  utilisees 
pour  determiner  la  sequence  de  nucleotides  dans  un 
fragment  d'ADN  (Sequen?age). 

Quel  effet  obtiendrait-on  si  on  ajoutait  le 
didesoxycytosine  monophosphate  : le  ddCMP  n'a  pas 
le  groupe  triphosphate  en  5'  ni  le  groupe  hydroxyle  en 
3'  de  sucre.  L'absence  de  triP  se  traduit  par  le  fait  que 
le  ddCMP  ne  peut  pas  fournir  I'energie  necessaire 
pour  la  reaction  de  polymerisation  des  nt  dans  I'ADN. 
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ddCMP  n'est  un  substrat  de  I'ADN  polymerase  et  ne 
peut  pas  etre  incorpore  dans  le  brin  en  synthese.  Done 
le  ddCMP,  a n'importe  quelle  concentration,  n'aura 
aucun  effet  sur  la  replication  de  I'ADN. 

Ex-7  : Montrez  par  un  schema  la  synthese  d'un  brin 

tardif  chez  les  procaryotes 

Chants  p*  armies 


Ex-8 : En  utilisant  I'echelle  indiquee,  estimez  la 
longueur  de  I'ADN  entre  deux  fourches  de  replication. 

En  numerotant  les  fourches  de  gauche  a droite  et  dans 
I'ordre,  combien  de  temps  se  passera-t-il  avant  que  les 
fourche  4 et  5,  et  6 et  7 se  rencontrent  ? Sachant  que 
les  fourches  de  replication  se  deplacent  a la  vitesse  de 
100  nucleotides  par  seconde  chez  les  eucaryotes. 

Combien  (en  pourcentage)  represente  ce  chromosome 
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de  la  totalite  du  genome  de  la  mouche  qui  compte 
1,8x10s  paires  de  nucleotides. 


Longueur  d'ADN  entre  les  fourches  2 et  3 : ~2  cm  qui 
correspond  selon  Techelle  ( lcm---0,lpm)  a 0,2  pm 
Longueur  d'ADN  entre  les  fourches  4 et  5 : 2,5  cm  qui 
correspond  selon  Techelle  a 0,25  pm  Longueur  d'ADN 
entre  les  fourches  6 et  7 : 1,5  cm  qui  correspond  selon 
Techelle  a 0,15  pm 

Temps  entre  les  fourches  4 et  5 : 0,25  pm  /0,34 
nm=735  pb  done  0,25  pm  correspond  a 735  pb 
735/100=  7,35  sec 

Temps  entre  les  fourches  6 et  7 : 0,15  pm/0,34  nm= 
441  pb/100=  4,41  sec 

Attention  il  y'a  erreur  de  calcul : 14  cm  x 0.1pm=1.4 
pm  ce  qui  donne  un  % a la  fin  de  0.0023% 


Ex-9  : Line  cellule  de  mammifere  a generalement  1,2 
metre  d'ADN  double  brin  (quand  elle  est  completement 
tendue).  Le  temps  total  pour  dupliquer  I'ADN  est  5 
heures.  Combien  d'origines  de  replication  y a-t-il,  si  le 
taux  de  duplication  est  16pm/min  ? 
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Si  il  n'y  avait  qu'une  seule  origine  de  replication,  le 
taux  de  duplication  de  I'ADN  serait  donne  par : 

Taux  = Longueur  de  I'ADN  / temps  de  duplication 
=>  Taux  = 1,2  / (5  x 60)  = 4000pm/min 

Manifestement,  il  existe  plus  d'une  origine  de 
replication 

Soit  n le  nombre  d'origines  de  replication.  Le  taux  de 
duplication  de  chaque  origine  est  16pm/min. 

Ainsi,  n =4000/  16  = 250 


Ex-10  : Autoradiographies  de  chromosomes  au  cours 
de  la  mitose. 


De  jeunes  racines  en  croissance  ont  ete  cultivees  sur  un 
milieu  contenant  de  la  thymine  radioactive  pendant 
plusieurs  cycles  cellulaires.  Certaines  de  ces  racines 
sont  alors  traitees  par  la  colchicine  qui  bloque  les 
mitoses  en  metaphase.  La  radioactivite  des 
chromosomes  des  cellules  en  mitose  est  revelee  par 
autoradiographie  (a).  Apres  lavage,  on  transfere  des 
racines  non  traitees  a la  colchicine  sur  un  milieu  froid. 
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On  revele  la  radioactivite  des  chromosomes  au  cours 
de  la  mitose  suivante  (b). 

1.  A quoi  sert  la  thymine  radioactive  ? 

la  thymine  radioactive  penetre  dans  les  racines 
dont  les  cellules  se  divisent  activement  et,  comme 
elle  est  un  precurseur  de  la  synthese  d'ADN,  elle 
sera  incorporee  specifiquement  dans  I'ADN  des 
chromosomes  mais  pas  dans  I'ARN.  Et  done  la 
thymine  radioactive  permet  de  marquer  I'ADN 
nouvellement  synthetise 

2.  A quel  stade  du  cycle  cellulaire  les  chromosomes 
ont  ils  fixes  la  molecule  radioactive  ? 

Phase  S « synthese  » du  cycle  cellulaire 

3. Expliquez  ce  qui  s'est  passe  entre  les  phases 
correspondant  aux  photos  a et  b. 

En  (a)  les  deux  chromatides  de  chaque 
chromosome  sont  marquees;  En  (b)  chaque 
chromosome  a une  chromatide  marquee  et  une 
chromatide  non  marquee. 

A la  fin  de  la  premiere  duplication  des  molecules 
d'ADN  ont  toutes  un  brin  radioactif  et  un  brin  non 
radioactif,  mais  comme  chacun  d'eux  s'associe  a 
un  brin  nouveau  non  radioactif  lors  de  la  seconde 
duplication,  cela  donnera  une  moitie  des 
molecules  d'ADN  radioactives  et  une  moitie  des 
WWW  molecules  non  radioactives.  idiant . com 


http://www.jesuisetudiant.com 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


http://www.jesuisetudiant.com 


N'hesitez  Pas  de  Visiter  Notre  Site 


Un  assistant  Scolaire  Polyvalent 


4.  Quel  type  de  replication  s'agit-il  ? 

Replication  semi-conservative  : la  molecule  mere 
donne  un  de  ses  brins  a chaque  molecule  fille,  qui 
est  completee  par  une  chaTne  nouvellement 
synthetisee. 

Ex-11 : Les  enzymes  de  reparation  de  I'ADN  reparent 
preferentiellement  les  bases  mesappariees  sur  les 
nouveaux  brins  en  utilisant  I'ancien  brin  comme 
matrice.  Si  ces  reparations  etaient  faites  sans  verifier 
sur  quel  brin,  celui-ci  reduirait-il  les  erreurs  de 
replication  ? Expliquez. 

Non.  Celui-ci  ne  va  pas  reduire  les  erreurs  de 
replication  au  contraire  $a  ne  peut  qu'engendrer  des 
mutations  dans  I'ADN  parental. 
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La  reconnaissance  du  brin  matrice  par  rapport  au  brin 
nouvellement  synthetise  est  basee  sur  la  presence  de 
methylations  specifiques  dans  le  premier  (le  brin 
neosynthetise  n'est  pas  encore  methyle),  ce  qui 
permet  a la  cellule  de  reconnaTtre  la  copie  de  I'original 
et  d'eviter  de  modifier  ce  dernier.  Ce  systeme  de 
reparation  des  mesappariemment  (mismatch  repair) 
permet  de  detecter  les  erreurs  de  replication  et  done 
d'eviter  la  transmission  d'une  information  erronee, 
e'est-a-dire  une  mutation  aux  generations  ulterieures. 

Si  e'etait  la  matrice  ADN  qui  etait  reparee  au  lieu  des 
brins  (precoce  et  retarde)  des  mutations  permanentes 
apparaitraient  dans  le  genome.  Les  informtions 
initiales  seraient  detruite  et  remplacees  par  d 
noiuvelles.  Si  au  cours  de  la  replication  les  systemes 
de  reparation  de  TAD  N ne  pouvaient  faire  la 
distinction  entre  les  brins  on  aurait  50%  de  chances 
qu'une  erreur  de  replication  soit  corrigee. 
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